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研究成果の概要（和文）：ポリ(ADP-リボース) 代謝には、ポリ(ADP-リボース) (PAR) を合成する poly (ADP-ribose)
 polymerase (PARP) および、分解する poly (ADP-ribose) glycohydrolase (PARG) の2種類の酵素が存在する。PARP 
は酵母を除くすべての真核生物に保存されいる。しかし、酵母および糸状菌のゲノム中には、それらを除くすべての真
核生物で高度に保存されている既知の parg と相同性を示す遺伝子はコードされていなかった。本研究から、世界で初
めて糸状菌において PARG 活性を有する酵素 (fPARG) を発見した。

研究成果の概要（英文）：Poly(ADP-ribosyl)ation is a post-translational modification of protein in which 
the ADP-ribose moiety of NAD+ is transferred to amino acids in proteins, altering their structure and 
function. This protein modification is catalyzed mainly by a nuclear poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 
in response to several stress, most notably DNA damage. PARP orthologs are found in mammals, plants, 
metazoans, protists and filamentous fungi, but not in yeast, while PARG homologs are identified in all 
eukaryotes, besides fungi.
Here, we searched for a parg orthlog in the genome sequence of a model fungus A. nidulans. First, we 
picked up seven genes as candidates of a fungal parg gene. Proteins coded by the genes were successfully 
expressed as soluble proteins using Escherichia coli expression system. Among them, only one protein was 
found to hydrolyze poly(ADP-ribose). This is the first report for identification of PARG in filamentous 
fungi.

研究分野：糸状菌分子生物学

キーワード： PARG　Aspergillus　Fungi　poly(ADP-ribose)　PARP
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１．研究開始当初の背景 
真核微生物のポリ（ADP-リボース）代謝に

ついてはほとんど研究がなされていない。特に、
酵母および糸状菌のゲノム中には、それら以外
の真核生物に高度に保存された既知のポリ
（ADP-リボース）グリコヒドロラーゼ (PARG) 
と相同性を示す遺伝子は存在しない。本研究で
は、カビの parg遺伝子を特定することを目指し
た。 

 
２．研究の目的 
ポリ（ADP-リボシル）化反応は真核生物に

特異的なタンパク質の可逆的翻訳後修飾であり、

DNA修復、転写調節、細胞死、中心体の分裂制
御など核内における多くの機能に関与している

と考えられている。ポリ（ADP-リボース）代謝
には、主にポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼ 
(PARP) およびポリ（ADP-リボース）グリコヒ
ドロラーゼ (PARG) の 2 種類の酵素が関与す
ることが知られている（図 1）。 

 
PARP は酵母以外の真核生物で保存されて

おり、Aspergillus nidulans のゲノム中にも 1つ 
(AN3129.3) コードされている。ヒトの PARP-1
は分子量 116kDaの塩基性に富むDNA結合性タ
ンパク質で、2 つのジンクフィンガーモチーフ
を含む N末端 DNA結合ドメイン、自己修飾ド
メイン、PARP特異的モチーフを含む C末端触
媒ドメインの 3つの機能ドメインからなる。従
来、ポリ（ADP-リボシル）化は主に核内におい
て認められ、PARP-1 は NAD+ を基質として

ADP-リボースをアクセプタータンパク質 
(PARP, Histone etc.) に結合させる（図 1）。こ
れらの反応は DNA に一本鎖切断が生じたとき
高頻度に認められることから、DNA損傷に対す
る生体内応答機構であると考えられている (1)。

また、A. nidulans でもすでに ΔparpA/+ mutant
が DNA 鎖切断作用のあるブレオマイシンや 4-
ニトロキノリン-1-オキシドに対して感受性に
なることも明らかになっている。 

PARG はポリ（ADP-リボース）分解の主
要酵素であるが、その生理的意義は未だ十分

に明らかにされていない。ヒトなど高等真核

生物において、pargはゲノム中に 1つのみコ
ードされており、pargをノックダウンした場
合、DNA損傷が引き起こされる条件下（アル
キル化剤処理、酸化ストレス）に致死感受性

が上昇する。また、ヒトではアルキル化剤処

理により生成したポリ（ADP-リボース）は、
ストレスを回避後速やかにPARGによって分
解されることが知られており、pargをノック
ダウンさせるとハイパーポリ（ADP-リボシ
ル）化が引き起こされ細胞死を誘導する。こ

れは、ハイパーポリ（ADP-リボシル）化に伴
って大量の NAD+を使用するため、細胞内で

NAD+が枯渇し ATPの生成などがうまく行わ
れずに細胞死を引き起こすと考えられてい

る。 
これらのことから、ポリ（ADP-リボース）

代謝を制御することは、種々のストレスに対

応するだけでなく、細胞内の NAD+や ATPの
ホメオスタシスを維持するうえでも重要で

ある。しかし、酵母および糸状菌のゲノム中

には、それら以外の真核生物に高度に保存さ

れた既知の parg と相同性を示す遺伝子は存
在しない。本研究では、カビの parg遺伝子を
特定し、その生理的役割を明らかにすること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ゲノム情報を利用した糸状菌の新規
PARG 候補の組換えタンパク質の調製および
PARG活性の測定 

A. nidulansのゲノム情報を利用して、ヌク
レオシド二リン酸類縁体加水分解酵素 
(Nudixhydrolase; Ndx)、ヌクレオチドピロホス
ファターゼ (NPP)、hypothetical protein (HP) 
など PARG活性を有す可能性のある合計 7遺
伝子を糸状菌の PARG候補として選抜した。 
それぞれの遺伝子について大腸菌または

A. nidulansを宿主として組換え酵素を異種発
現させ、精製を行った後、PARG Assay Kit 
(TREVIGEN) を用いて PARG 活性の有無を
検討した。活性が認められた PARG候補につ
いては、ポリ（ADP-リボース）を調製後、
PARGによる加水分解を LC-MS/MSにて解析
し、反応生成物として ADP-リボースが検出
されるか検討した。 

 
(2) fPARGΔ株の作製および野生株との表現

型の比較 

図  1. Poly (ADP-ribose) 化とその分解  



PARG 活性を有するタンパク質をコードする遺

伝子の遺伝子破壊株（fPARGΔ株）を作製し、

ポリ(ADP-リボース)抗体を用いてウエスタンブ

ロッティングを行うことで、ポリ(ADP-リボー

ス)の分解が抑制されるか解析した。また、野生

株と fPARGΔ株を用いて、fparg遺伝子の破壊に

よる生育やMMSなどのDNA損傷剤に対する影

響を比較した。さらに、どのような条件で遺伝

子発現が誘導されるかについても定量 PCR に

て解析した。 
	
 

４．研究成果	
 
	
 
(1) ゲノム情報を利用した糸状菌の新規 PARG
の探索	
 

7 つの parg 候補遺伝子の組換え酵素の調製
を試みた。A. nidulansから 7つの parg候補遺伝
子をクローニングし大腸菌にて異種発現を行い

精製後、PARG Assay Kitを用いて PARG活性を
測定したところ、1種のみ PARG活性を有して
いることが確認された（data not shown）。 

PARG 活性を有していた HPA については、
大腸菌にて発現させた場合、His-タグを付与す
るとインクルージョンボディとなったため、精

製せずに活性測定を行った。そこで、A. nidulans
にて C-末端に FLAG-His-タグを付けて発現後、
精製したところ可溶型の組換えタンパク質とし

て得ることができた。既知の PARGは活性発現
に Mg2+が必要であることが知られており、精製

した HPA を用いて PARG 活性を測定したとこ
ろ、同様であった（図 2）。このことから、HPA
は真核生物に広く保存されている一般的な 
PARG とアミノ酸配列上は全く相同性を有し
ていないが、それらと同様にポリ（ADP-リボー
ス）を ADP-リボースに分解する活性を持つこ

とが示された。これまでに糸状菌における

PARG の報告はなく、今回見出したものが初
めてとなる。そこで fungal PARG (fPARG) と
名付け以下の研究を行った。 
次に、fPARGによるポリ（ADP-リボース）

の分解産物の同定を試みた。精製した 
fPARG とポリ（ADP-リボース）を反応させ
た後、LC-MS/MSにて分解産物を追跡したが、
現在、ADP-リボースを検出できていない
（data noto shown）。今後、検出感度やサンプ
ル調製を工夫する必要がある。 

 
(2) fPARGΔ株の作製および野生株との表現
型の比較 
定量 PCR を用いて fparg 遺伝子の遺伝子

発現を解析したところ、parp と同様に DNA
損傷剤応答的に発現が誘導された （data not 
shown）。そこで、fparg遺伝子破壊株 (Δfparg株) 
を作製した。DNA損傷剤に対する感受性を調べた
ところ、野生株と比べて感受性が高くなっていた

（図 3）。このことから、高等真核生物の既知の
PARGと同じように、fPARGもDNAの損傷にお
いて機能することが示唆された。また、野生株と

比較して、作製したΔfparg株において、ポリ(ADP-
リボース) の分解能が低下しているか抗ポリ
(ADP-リボース) 抗体を用いて検討した。そ
の結果、野生株ではストレス（DNAの損傷）
回避後速やかにポリ(ADP-リボース) が分解 
されるのに対して Δfparg株ではほとんど分解さ
れていなかった。これらのことから、糸状菌にお

いて fPARGが、広く真核生物に保存されている既
知の PARGと同様の機能を有していると考えられ
た。 
マウスなどでは、parg 遺伝子に変異を加

えると DNA 損傷剤に対して感受性になるだ
けでなく、発生段階や減数分裂に影響を与え

ることが報告されている。今後は、無性胞子

や有性胞子の形成に変化がないか検討する

ことで、fPARGのストレス応答以外の役割を
明らかにしたい。 

 

図  3  カビ由来の組換え PARG によるポリ

(ADP-リボース)の分解  
(A)糸状菌由来組換え PARG の SDS-PAGE 
(B)PARG活性の測定。 
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using NAD⁺  as a substrate. 

PAR is degraded by PARG. 
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カビの  PARG についての記述 

NAD+ 

ポリ (A D P -リボース)化は真核生物に特異的な可逆的翻訳後修飾である。 

この反応には、ポリ (ADP-リボース) （PAR）を合成する poly (ADP-ribose) 

 p o l y m e r a se  ( P A R P)  と分解する p o l y  ( AD P - r i b o s e )  g l y co h y d r o l a se        

( P A R G )  の  2 種類の酵素が関与することが知られている。 P A R P は、 

酵 母 を 除 く 全 て の 真 核 生 物 に 保 存 さ れ 、 D N A  修 復 、 転 写 調 節 、 
細 胞 死 、 中 心 体 の 分 裂 制 御 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 。 

Aspergi l lus n idulans のゲノム中にも parp の  or tholog が 1 つ存在する。 

一 方 、 酵 母 及 び  A .  n i d u l a n s  を 含 む 糸 状 菌 の ゲ ノ ム の 中 に は 、 

高等真核生物で高度に保存されている  parg の ortholog は見出されていない。 

本研究では parg  遺伝子を特定し、その生理学的役割を明らかにすることをめざす。  

Δ f p a r g  株は、各種のストレス剤に対し感受性を示した。 

WT 

Δfparg 

最少培地にはそれぞれ H 2 O 2 、 M M S 、 4 - N Q O  ( 4 - n i t r o q i n o r i n - 1 - o x i d e ) 

が含まれている。写真は、30 ℃ で 48 時間培養後のコロニーの様子を示している。 

   Control       5 mM H2O2        0.01% MMS     0.01 mM 4-NQO 

4 .4 . 各 種 ス ト レ ス 剤 に 対 す る 影 響各 種 ス ト レ ス 剤 に 対 す る 影 響  

●    Nudix hydrolase (Ndx)             A-D     

●   Nucleotide pyrophosphatase (NPP)     A, B                  

●   Hypothetical protein   (HP)                   A 

Effect of Mg2+ on PARG activity. 

rHP       －      ＋        －           ＋ 

MgCl２    －             ＋        －           ＋ 

Results  and  Discussion 

S D S - P A G E  o f  s e v e n  c a n d i d a t e s . 
( 1 )  N d x s ,  ( 2 )  N P P s ,  ( 3 )  H P 

SDS-PAGE of crude extracts 

from HP-expressed E. coli with 

or  without IPTG induct ion.  

HP 

(1) M   A         B     C      D    M     (2)  M   A    B  (3)  M  A  

HP 

IPTG 
 －  ＋ 

 

Ndx NPP HP 

                A                     B                            C                            D                              A                            B                            A 

HP hydrolyzed PAR. 

fparg 遺伝子の C 末端に TAP (Tandem Affinity Purification) タグ     

を融合した  f PA RG  を A.  n i d u la n s  を宿主として発現させた。 

精製後 P A R G  活性を測定した。野生株  ( W T )  をネガティブ 

コントロールとして用いて､同様に  P A R G  活性を測定した。 

22 ..  カビを宿主として発現させ精製したカビを宿主として発現させ精製した   fPARG fPARG によるによる   PAR PAR の分解の分解  

fPARG 

カビを宿主として発現させた fPARG も PARG 活性を有していた。 

55 .  .   ポリ (ポリ (ADPADP --リボース) 抗体を用いたポリ (リボース) 抗体を用いたポリ (ADPADP --リボース) の検出リボース) の検出  

2 2  時間培養後の菌体を破砕し、細胞内の  

ポリ (ADP-リボース) を検出した(1, 2)。  

20 時間培養後、MMS (0.01%) を加えて 2 時間

培 養 し 、 同 様 に 検 出 し た  ( 3 ,  4 ) 。 

その後、MMS のない培地に移して、5 時間培

養後ポリ (ADP-リボース) 検出した(5, 6)。  

W T  株では培地から  M MS  を除くことによって、P A R は速やかに分解された。 

Δ f p a r g  株 で は 、 ポ リ  ( A D P - リ ボ ー ス )  の 分 解 が 抑 制 さ れ た 。 

1,3,5 
WT   
2,4,6 
Δfparg 

A. Western blotting by using  
anti-PAR antibody. 

B. SDS-PAGE  

M M S  を添加することで  p a r p  、 f p a r g  ともに転写量が増加した。 

DNA アルキル化剤のメタンスルホン酸メチル (MMS) 添加によるparp、

fparg 遺伝子の転写への 影響を、Real-time-PCR を用いて測定した。 
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33 ..   D N A  D N A  損 傷 剤 に よ る  損 傷 剤 に よ る  p a r pp a r p 、、 f p a r gf p a r g   遺 伝 子 の 転 写 へ の 影 響遺 伝 子 の 転 写 へ の 影 響  

parp fparg 

1. 7 種の候補タンパク質のなかで、HP のみ PARG 活性があった。 

2. これまで糸状菌における PARG の報告はなく、今回見出したものが初めてとなる （fPARG）。 

3. fPARG のアミノ酸配列は、他の真核生物に広く保存されている既知の PARG のアミノ酸配列と全く相同性を有してなかった。 

4. 以下の 3 つの結果から、fPARG は DNA 損傷応答に関わることが示唆された。 

1) MMSを添加することによって、fparg の転写量が増加した。 

2) Δfparg 株は、各種の DNA 損傷剤に感受性を示した。 

3) Δfparg 株では、ポリ (ADP-リボース) の分解が抑制された。 

Conclusions 

 

11 .  .  ゲノム情報を利用した糸状菌の新規 ゲノム情報を利用した糸状菌の新規 P A R G  P A R G  の探索の探索  
A. nidulans のゲノム情報から、核酸を基質にすると考えられる 7 種類の PARG 候補遺伝子

(Ndx 4 種、NPP 2 種、HP 1 種)を選抜し、Escher ichia col i にて異種発現させ、      

リコンビナントタンパク質を調製した。Ndx 4 種、NPP 2 種については His-tag を融合  

させたもの精製できたが、HP は、His-tag をつけたリコンビナントタンパク質を発現させる

とインクルージョンボディーとなるため、 H P  のみ H i s - t a g  をつけていない      

P A R G  を含む粗酵素液を D E A E  にて粗精製して  P A R G  活性を測定した。 

●    Nudix hydrolase (Ndx)             A-D     

●   Nucleotide pyrophosphatase (NPP)     A, B                  

●   Hypothetical protein   (HP)                   A 

7 種類の PARG 候補のうち、HP にのみ PARG 活性があり  

Mg2+ 依存的に PAR を分解した。(以下、HP を fPARG とした。) 

Effect of Mg2+ on PARG activity. 

rHP       －      ＋        －           ＋ 

MgCl２    －             ＋        －           ＋ 

Results  and  Discussion 

S D S - P A G E  o f  s e v e n  c a n d i d a t e s . 
( 1 )  N d x s ,  ( 2 )  N P P s ,  ( 3 )  H P 

SDS-PAGE of crude extracts 

from HP-expressed E. coli with 

or  without IPTG induct ion.  

HP 

(1) M   A         B     C      D    M     (2)  M   A    B  (3)  M  A  

HP 

IPTG 
 －  ＋ 

 

Ndx NPP HP 

                A                     B                            C                            D                              A                            B                            A 

HP hydrolyzed PAR. 

  A        1   2            3            4   5 6 B        1 2        3   4 5 6 

図  3  各種 DNA 損傷剤の生育に対する影響  
MMG 寒天培地にはそれぞれ H2O2、MMS、4-NQO が
含まれている。 
写真は、37℃で 48 時間培養後のコロニーの様子を示
している。 
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